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RESUMEN

Aunque existen varios estudios sobre Bordetella bronchiseptica (Bb) a nivel mundial,
la informacién a nivel de Sudamérica, sobre todo en el Ecuador es escasa. El aumento de
conocimiento y la concienciacion de las clinicas u hospitales veterinarios sobre la importancia
de la enfermedad producida por Bb, les ayuda a disminuir la incidencia de cuadros
respiratorios con complicaciones. El objetivo de esta investigacion fue realizar una revision
sistematica sobre la infeccion bacteriana producida por Bordetella bronchiseptica: sus
métodos de diagnostico, tratamiento y prevencion. Se realizé una recopilacion de informacion
a partir de libros, tesis y articulos cientificos en 7 bases de datos. La informacion recolectada
fue clasificada mediante el gestor de referencias “Zotero” en tres categorias: Diagnostico,
tratamiento y prevencion/vacunacion. Este estudio permitié determinar que la citologia
acompafiada de un cultivo bacteriano puede ser ttil para el diagnostico; sin embargo, el gPCR
es el método mas indicado para la confirmacion de resultados. Los signos de la “Enfermedad
Respiratoria Infecciosa Canina” son variables y son dependientes del cuadro que presenten,
por lo que el tratamiento no sigue un Unico lineamiento. La gentamicina, es el antimicrobiano
que en la mayoria de los articulos se reporta una alta sensibilidad y efectividad contra B.
bronchiseptica. La vacuna intranasal ofrece una inmunizacion inmediata y tiene una alta

efectividad contra la enfermedad respiratoria canina producida por Bordetella bronchiseptica.

Palabras clave: Bordetella bronchiseptica, Tos de las perreras, Enfermedad
Respiratoria Infecciosa Canina, Traqueobronquitis Infecciosa Canina, Bronconeumonia

Canina.



ABSTRACT

There are several studies about Bordetella bronchiseptica worldwide, nevertheless
there’s outdated information in South America, especially in Ecuador. Therefore, the increase
in knowledge and awareness of veterinary clinics or hospitals about the importance of the
disease caused by Bb, helps them reduce the incidence of clinical presentations with
complications. The objective of this article is to achieve a systematic review about bacterial
infection produced by Bordetella bronchiseptica: diagnosis, treatment, and prevention. A data
collection was carried out in books, theses, and scientific articles in 7 databases. The
information collected was classified using the "Zotero" reference manager into three
categories: Diagnosis, treatment, and prevention/vaccination. This study allowed to determine
that cytology accompanied by a bacterial culture can be useful for diagnosis; however, gPCR
is the indicated method to confirm results. The signs of “Canine Infectious Respiratory
Disease” (CIDR) are variable and depend on the symptoms, so treatment does not follow a
single guideline. Gentamicin is the antimicrobial that in most articles reports high sensitivity
and effectiveness against B. bronchiseptica. The intranasal vaccine offers immediate
immunization and is highly effective against canine respiratory disease caused by Bordetella

bronchiseptica.

Key words: Bordetella bronchiseptica, Kennel cough, Canine Infectious Respiratory

Disease, Canine Infectious Tracheobronchitis, Canine Bronchopneumonia.
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INTRODUCCION

La Bordetella bronchiseptica (Bb) corresponde a un cocobacilo aerobio Gram negativo
con capacidad de producir enfermedad inflamatoria en el tracto respiratorio de perros, gatos,
cerdos, conejos y ocasionalmente en el ser humano (Ellis, 2015). Los primeros estudios sobre
Bordetella bronchiseptica fue en 1900, donde Torrey y Rahe proponen que esta bacteria genera
un sindrome denominado “moquillo canino”. En 1997, se descubre que el virus del moquillo
se interpuso en las primeras observaciones de las infecciones experimentales con B.
bronchiseptica. Adicionalmente, encuentran que la bacteria participa en un sindrome conocido
como “tos de las perreras”, “traqueobronquitis infecciosa canina” (TIC) o “Enfermedad
Respiratoria infecciosa canina” (Bemis et al., 1977).

El papel de Bordetella ha sido controvertido en la TIC debido a que, se han realizado
inoculaciones en perros para comprobar que es el agente causal de esta patologia; sin embargo,
la bacteria por si sola no ha llegado a producir la enfermedad. En varias investigaciones
subsiguientes, se encuentra que Bordetella no es el Gnico agente causal de la TIC, sino que se
encuentra en combinacion con otros agentes infecciosos para producir el dicho sindrome. Los
agentes que han sido encontrados en este sindrome son: adenovirus tipo 2 (AVC-2) y del virus
de la parainfluenza (PIC- paramixoviridae); este ultimo, es considerado como el agente viral
principal. Estos dos microorganismos tienen la capacidad de iniciar o complicar el cuadro
clinico. Adicionalmente, suele estar presente micoplasma spp, que podria o no empeorar el
cuadro inicial. Se asume que, los agentes por si solos producen una minima afecciéon. Sin
embargo, en otro estudio se comprobo que una alta carga bacteriana de B. bronchiseptica en el
tracto respiratorio, puede causar TIC (Mauro, 2006).

La B. Bronchiseptica es transmitida por via aérea y es altamente contagiosa. Una vez
inhalado, este microorganismo se adhiere a la mucosa del tracto respiratorio y ataca al huésped.

Estas bacterias actuan por diferentes vias: colonizacion, evasion de las defensas del huésped,
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deterioro de las defensas inmunitarias innatas locales, y predisposicion a infecciones
secundarias al huésped. Los signos clinicos de la enfermedad pueden variar drasticamente
dependiendo del huésped, agente y ambiente. Existen dos presentaciones: la enfermedad leve
de las vias respiratorias superiores, que genera secrecion nasal mucopurulenta, tos y
estornudos; y la enfermedad grave del tracto respiratorio inferior, que se presenta con signos
de enfermedad sistémica e incluye letargo, disminucion del apetito, fiebre y tos productiva
(Reagan & Sykes, 2020).

Se han reportado estudios sobre la enfermedad respiratoria infecciosa canina provocada
por Bordetella bronchiseptica, a nivel internacional, en la medicina veterinaria. Un estudio
europeo sobre patdogenos implicados en la enfermedad respiratoria infecciosa canina detecta
una baja prevalencia de Bb en Austria y Reino Unido; pero una prevalencia moderada en
Alemania, Italia, Polonia, Bélgica y Suiza (Day et al., 2020). Existen algunos estudios sobre la
presencia de esta bacteria en algunos paises de Asia como Corea, Malasia y Camboya (Huggins
et al., 2022; Loong et al., 2018; Song et al., 2011). En Canada, se hizo un estudio en donde se
encuentra una seroprevalencia de moderada a alta en las poblaciones examinadas (J. Ellis et al.,
2011). En Estados Unidos, se encuentra una prevalencia moderada en perros asintomaticos
con la enfermedad infecciosa respiratoria canina (Lavan & Knesl, 2015). Existen pocos
estudios sobre B. bronchiseptica en paises latinoamericanos, algunos de ellos son: México, El
Salvador, Chile, Colombia y Brasil (Felizardo, 2015; Gonzalez et al., 2006; Lopez et al., 2013;
Rojas Davila & Hernandez, 2015; Trejo, 2019).

En el Ecuador hay escasa informacion sobre la presencia de B. bronchiseptica a nivel
hospitalario (veterinario) o en refugios caninos. Sin embargo, se puede mencionar algunos
estudios realizados en perros. La Universidad de Cuenca (2016) realizé un estudio a nivel
intrahospitalario en la ciudad de Cuenca, y la Universidad Agraria del Ecuador (2020), en

centros de rescate de la ciudad de Guayaquil; y, se reporta que el 9.57% y el 32% de los
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pacientes identificados con enfermedades respiratorias, presentan Traqueobronquitis
infecciosa, respectivamente (Carpio, 2021; Rodriguez & Martinez, 2016).

La incidencia en el pais es baja y esto puede atribuirse a que la enfermedad es
subdiagnosticada. La enfermedad infecciosa producida por Bb es una de las patologias
respiratorias mas graves, que se distribuye a nivel mundial, tiene una alta contagiosidad y una
morbilidad del 80% (Bhardwaj et al., 2013). La enfermedad infecciosa respiratoria canina en
albergues es mas preocupante, ya que, por falta de recursos o por similitud de sintomatologia
con otras patologias (ej. distemper en su fase respiratoria) no se puede llegar a un diagnostico
certero. La tos de las perreras en los albergues, en muchas ocasiones, significa el sacrificio de
los perros contagiados. Actualmente, no existen articulos donde se retina toda la informacion
para comprender de mejor manera la TIC (Bhardwaj, Singh, Vadhana, & P, 2013).

En este este estudio se intentd unificar toda la informacion disponible sobre la etiologia,
sintomatologia, diagnostico, tratamiento y prevencion de la B. bronchiseptica como agente
principal de la TIC, para dar un manejo adecuado a la enfermedad. Entonces, se pretende:
identificar y evaluar la efectividad de las técnicas diagnosticas de la Bb, reconocer y analizar
los tratamientos disponibles y efectivos contra la infeccion producida Bb; y 3) Identificar y

contrastar las vacunas disponibles en el mercado contra Bb.
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DESARROLLO DEL TEMA

Metodologia del estudio

En la revision sistematica presentada se analizo y sintetiz6 la informacion encontrada
en estudios sobre Bordetella Bronchiseptica (Bb) y su implicancia en la salud canina.

Como criterios de busqueda de inclusion, se usaron: articulos en el periodo de 2008 a
2023 ya que se requiere informacidon actualizada, pero existe informacién basica para
comprender procesos especificos en articulos o libros; informaciéon en inglés y espafol;
documentos como articulos indexados de preferencia, ademas, revisiones sistematicas,
estudios de caso, libros y tesis de grado ya que estos contienen la mayor cantidad de
informacion sobre el tema.

Se eligieron bases de datos de medicina veterinaria. Las fuentes de donde se obtiene la
informacion fueron: Google Académico, Elsevier, PubMed, ResearchGate, Plos One, Scielo y
Dialnet.

Las estrategias de busqueda fueron: busqueda por palabras clave, tales como:
Bordetella bronchiseptica, tos de las perreras, enfermedad respiratoria infecciosa canina,
bronconeumonia, traqueobronquitis infecciosa Canina; combinadas con palabras, como:
perros, caninos, signos, tratamiento, diagndstico, epidemiologia, vacuna, patologia clinica,
laboratorio. La informacion seleccionada fue almacenada y clasificada en el gestor de
bibliografia denominado “Zotero” de acuerdo con 3 categorias (diagnostico, tratamiento y
prevencion).

Para alcanzar el objetivo 1. En este trabajo se usé la informacion referente a el
diagndstico, ya seleccionada anteriormente. Se sintetizaron los articulos y se clasifico la
informacion en definicion, método y resultado de la técnica. Con la informaciéon de los
resultados de las técnicas se cred un grafico de columnas en Excel, para contrastar los casos

identificados (%) con cada una de las técnicas diagnosticas; para estandarizar el analisis se
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selecciono articulos donde evalten las técnicas con muestras de tipo Liquido/fluido de Lavado
Broncoalveolar (BALF), a excepcion de la Inmunohistoquimica (IHQ). Ademas, se
estructuraron tablas en Excel con la informacion principal (tipo de muestra, duracion,
resultados y uso indicado) sobre cada técnica diagnostica y se hizo un analisis del proposito
del método diagnostico con la informacion recabada para posteriormente discutirla.
Finalmente, se desglos6 mas informacion en parrafos sobre el uso y la forma de realizar cada
uno de los métodos diagndsticos.

Para alcanzar el objetivo 2. En este trabajo se us6 la informacion referente al tratamiento
ya seleccionada anteriormente. Se sintetizo la informacion y se clasificod en dos partes. En la
primera parte se selecciond informacion sobre el tratamiento paliativo/soporte; luego se
organiz6 la informacion (farmacos, dosis, frecuencia, via de administracion e indicaciones de
uso). En la segunda parte, se seleccioné informacion sobre la resistencia y sensibilidad
antimicrobiana de Bb encontrada en diferentes estudios, y se esquematizé la informacion con
los antibidticos mas mencionados dentro de 5 estudios, de tal manera que se obtiene la
resistencia antibiotica mas mencionada y menos mencionada, asi como la sensibilidad mas
mencionada como la menos mencionada en investigaciones previas. Finalmente se desglosa
mas informacion en parrafos.

Para alcanzar el objetivo 3. En este trabajo se usé la informacion referente a la
prevencion/vacunacion ya seleccionada anteriormente. Se sintetizaron los articulos y se
estructurd una tabla en Excel sobre las vacunas parenterales, intranasales y orales, haciendo
énfasis en las caracteristicas importantes al momento de elegir una vacuna (reacciones
adversas, titulos de anticuerpos, reduccion de signos y lesiones, y la eliminacion de Bb. Se creo
otra tabla con la informacion principal de cada vacuna (via de administracion, agentes
involucrados, estado de la vacuna, Tipos de la inmunidad, inicio de la inmunidad, dosis, lera

dosis, 2da dosis y refuerzo). Finalmente, se desglosa informacién en parrafos.
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Resultados

Diagnostico.

En cuanto al diagnostico de la enfermedad respiratoria infecciosa canina comienza con
la recopilacion de una historia clinica y un examen fisico completo. Con frecuencia hay
antecedentes de exposicion a otros perros porque la mayoria se transmiten por inhalacion de
goticulas respiratorias, aunque la transmision por fomites puede ocurrir con algunos patogenos.
La mayoria de los perros mostraran signos clinicos leves de tos paroxistica y aspera; secrecion
ocular serosa; secrecion nasal; y/o estornudos. Por lo general, 1a energia, el apetito no se alteran.
Los perros que muestran pirexia, letargo, hiporexia u otros signos clinicos mas graves
posiblemente tengan infecciones bacterianas secundarias (Reagan & Sykes, 2020). Los signos
dependen del tipo de patogeno, inmunidad del hospedador y presencia de infecciones
oportunistas. La tos paroxistica es el signo mas consistente (Cohn & Langdon, 2008)

El hemograma completo, la bioquimica sérica y el andlisis de orina suelen estar
normales o muestran signos de inflamacion, incluyendo neutrofilia de leve a moderada con
desviacion a la izquierda y linfopenia. Por otro lado, las radiografias a menudo son normales o
tiene anomalias leves que van desde un patréon pulmonar intersticial a bronco-intersticial. Los
perros con signos mas graves o infeccion bacteriana secundaria pueden tener un patron alveolar
pulmonar (Reagan & Sykes, 2020).

En los referentes a Bordetella bronchiseptica (Bb), los ensayos de diagnostico
especificos mas discutidos son 6: citologia, cultivo, PCR cuantitativa (QPCR), secuenciacion
de aplicon 16s rADN, MALDI-TOF y la inmunohistoquimica, que es usada cominmente para
confirmar el diagndstico post-morten. A continuacion, se destaca sus caracteristicas principales

(Tabla 1).
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Tabla 1. Métodos de diagndstico para identificar B. bronchiseptica

Técnica Muestra Duracién Resultado Uso Propésito Fuentes
D : Confi S,
infeccién casos infeccién
BALF, hisopado (Fastrés et al., 2020), (Bhardw aj et
nasal, hisopado al., 2013), (Reagan & Sykes,
Cultivo: Agar  orofaringeo, lavado Colonias de Identificacién del agente 2020), (Taha-Abdelaziz et al.,
Sangre y traqueal o lavado cultivo por cracteristicas fisicas y 2016), (A. m. Canonne et al.,
MacConkey  broncoalveolar. 224h bacteriano bioquimicas. ++ ++ + 2016).
Colonias de cultivo Espectro de Identificacién del agente (Milanov et al., 2013), (Cintgraff et
MALDI-TOF  bacteriano 2-3min masa por espectrometria ++ + - al., 2018)
ldentificacién de bacterias
adheridas a los cilios de (A. m. Canonne et al., 2016), (Di
Citologia BALF, BBF 6-10min Bacterias células epiteliales ++ - ++ Terlizzi et al., 2020).

Identificacion del agente
por anticuerpos

Inmunohistoqu policlonales contrala (Chambers et al., 2019), (Taha-
imica Tejido pulmonar 4-Sh Antigeno pentactina - +++ - Abdelaziz et al., 2016),
Colonias de cultivo, (Reagan & Sykes, 2020), (Taha-
muestra de tracto Abdelaziz et al., 2016), (Schulz et
respiratorio superior e al., 2014), (A. M. Canonne et al.,
inferior, y pulmén, ADN del Identificacion del adn de 2021), (Chambers et al., 2019),
BALF, hisopos agente B. Bronquiseptica usando (Fastrés et al., 2020), (A. m.
RT-PCR nasales otraugeales. 6-8h infeccioso cebadores Fa2yFlal2  +++ +++ +++ Canonne et al., 2016).
Secuenciacié Identificacion del agente
n del aplicén ARN para estudios de filogenia (Fastrés et al., 2020), (Rodicio &
165 rADN BALF 24-48h ribosémico 165 ytakonomiabacteriana  ++ ++ - Mendoza, 2004).

Nota: Clave: +++ = método recomendado, validado para el fin indicado; ++ = método
adecuado, pero puede precisar una validacion posterior; + = puede utilizarse en ciertas
situaciones, pero el coste, la fiabilidad u otros factores limitan considerablemente su aplicacion;
— =no adecuado para esta finalidad.

Los 6 métodos de diagndstico mencionados en la tabla 1 han sido usados para
identificar Bb, pero las diferencias entre ellas han determinado su fin o propdsito. A
continuacion, se describe brevemente cada técnica diagndstica.

Citologia.

Esta prueba con muestras de lavado o enjuague suelen ser muy sensibles en caso de
enfermedad inflamatoria de las vias respiratorias (Di Terlizzi et al., 2020). La citologia detecta
a la bacteria como cocos o cocobacilos pleomorficos adheridos a los cilios de las células
afectadas en preparaciones de Liquido/Fluido de Lavado Broncoalveolar (BALF) y Liquido de
Cepillado Bronquial (BBF) citocentrifugadas. Se puede usar la tincion Giemsa-Grunwald y

preferentemente a una magnificaciéon de 400x (A. m. Canonne et al., 2016). Para realizar una

adecuada citologia, se deben tener en cuenta las siguientes consideraciones. La ausencia de
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células en un frotis o preparacion concentrada pueden indicar que esta muestra no es
representativa de la citologia del tracto respiratorio. Asi también, la ausencia de macrofagos
indica que se tomaron muestras de las vias respiratorias y no del espacio alveolar (Di Terlizzi

et al., 2020).

Cultivo.

Este método se realiza a 35-37°C generalmente en placas de agar sangre y agar Mac
Conkey's, pero también se usan otros medios de cultivo, como por ejemplo agar Chapman,
CAN, TSS Bordet-Gengou, Smit-Baskerville. En general, el crecimiento bacteriano después
de 48 horas. Usan métodos bioquimicos estandar, asi como morfoldgicos para la identificacion
de bacterias. Las cepas de Bordetella tiene colonias en fase 1 (lisa, pequefias, convexas y
virulentas; y fase 4 (robustas, granes y no virulentas). Bioquimicamente todas las cepas son
positivas para la utilizacion de oxidasa, catalasa, ureasa y citrato, y son negativas para pruebas
de fermentacion-oxidacion, nitrato, dextrosa, produccion de gelatinasa, DNasa, indol y H2S
(Bhardwaj et al., 2013; Fastres et al., 2020; Taha et al., 2016).

Los cultivos de las vias superiores deben interpretarse con precaucion debido que
pueden producir crecimiento de flora normal y muchos patéogenos CIDRC, como B.
bronchiseptica, en animales sanos. El aislamiento de esta bacteria es mas efectivo cuando el
patogeno se ha identificado en varios animales dentro de un entorno d brote. La recoleccion de
muestras de lavado traqueal o de bronco alveolar estd indicada en perros con signos clinico
mas graves o evidencia de neumonia. El crecimiento de B. bronchiseptica y micoplasma puede
respaldar la aparicion de la enfermedad (CIDRC), sin embargo, se debe descartar la presencia
de otros patdgenos oportunistas. El crecimiento de multiples especies bacterianas puede indicar
una infeccion secundaria oportunistas (Reagan & Sykes, 2020; Taha et al., 2016). A partir del
aislamiento en el cultivo, se puede realizar un antibiograma usando el método de difusion en

disco (A. M. Canonne et al., 2021).
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RT-PCR.

Este método de diagnodstico detecta el acido nucleico de diferentes patdgenos del
CIDRC incluida B. bronchiseptica. La determinacion de la especie de Bordetella
bronchiseptica en PCR con deteccion fluorescente de hibridacion incluye tres etapas:
extraccion del ADN, amplificacion, deteccion fluorescente de hibridacion en tiempo real. La
calidad y la cantidad del ADN se basa en la absorbancia a 260nm. Se extrae una region de
100pb del gen que codifica la flagelina de Bordetella bronchiseptica, flaA. La amplificacion
se realiza mediante PCR usando cebadores Fla2 y Flal12 (Chambers et al., 2019; Taha et al.,
2016). Los resultados obtenidos del PCR se clasifican en 6 cargas: muy alta (Ct < 20), alta
(20,1-24), moderada (24,1-28), baja (28,1-32), muy baja (> 32,1), y resultados negativos
(Fastres et al., 2020). Se pueden enviar muestras del tracto respiratorio superior e inferior
(Reagan & Sykes, 2020). La qPCR es el método mas sensible para la confirmacion de B.
bronchiseptica en comparacion del cultivo bacteriano, especialmente en perros tratados con
antibioticos (Fastres et al., 2020).

Secuenciacion del aplicon 16S rADN.

El ARN riboséomico 16s es una macromolécula que se ha usado para establecer
relaciones filogenéticas dentro del mundo procariota, causando impacto en la clasificacion e
identificacion bacteriana (Rodicio & Mendoza, 2004). Este método consiste en 3 etapas:
amplificacion del gen a partir de una muestra apropiada (mediante PCR), determinacion de la
secuencia de nucledtidos del aplicon y analisis de la secuencia. Es un procedimiento de alto
costo por: el equipamiento que requiere (termociclador, secuenciador automatico, etc);
procedimiento de extraccion; materiales desechables; reactivos; bases de datos; y salario del
personal. Se recomienda usar esta técnica con mas de un aislado simultdneamente, para reducir
costos (Rodicio & Mendoza, 2004). Para caracterizar las poblaciones bacterianas en las

muestras, se amplifico la region V1-V3 den gen 16S rADN (Fastres et al., 2020).
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MALDI-TOF.

Esta prueba se puede realizar mediante el uso del aislado en cultivos, para la
confirmacion de Bordetella bronchiseptica. Es aislado se prepara usando el procedimiento
estandar de preparacion de muestras de transferencia directa de Bruker para Maldi-Tof MS. Se
coloca una colonia bacteriana en una placa de diana MALDI, se deja secar y se cubre con lul
de solucion de matriz. La espectrometria de masa se realiza en el sistema Microflex LT/SH
Biotyper bajo el control de software flexcontrol. El analisis de la espectrometria de masa de Bb
se hace mediante los algoritmos ya patentados (Milanov et al., 2019). Esta prueba comparada
con el cultivo y con el PCR, tiene un tiempo de respuesta rapido, bajos requisitos de volumen
de muestra y costos modestos de reactivos. Sin embargo, esta tecnologia puede identificar
erroneamente microorganismos estrechamente relacionados, por ejemplo, confundiendo
Estreptococos pneumoniae con Streptococcus mitis, y E. coli con Shigella. Lo mismo ocurre
con las especies clasicas de Bordetella; por lo tanto, puede ser dificil diferenciar entre sus
especies, usando los algoritmos actualmente patentados (Zintgraff et al., 2018).

Citologia.

La citologia de muestras de lavado o enjuague suelen ser muy sensibles en caso de
enfermedad inflamatoria de las vias respiratorias (Di Terlizzi et al., 2020). La citologia detecta
a la bacteria como cocos o cocobacilos pleomorficos adheridos a los cilios de las células
afectadas en preparaciones de liquido de lavado bronco alveolar (BALF) y liquido de cepillado
bronquial) BBF citocentrifugadas. Se puede usar la tincion Giemsa-Grunwald y
preferentemente a una magnificacion de 400x (A. m. Canonne et al., 2016). Para realizar una
adecuada citologia, se deben tener en cuenta las siguientes consideraciones. La ausencia de
células en un frotis o preparacion concentrada pueden indicar que esta muestra no es
representativa de la citologia del tracto respiratorio. Asi también, la ausencia de macréfagos

indica que solo se tomaron muestras de las vias respiratorias y no del espacio alveolar (Di
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Terlizzi et al., 2020).

Métodos serologicos.

Debido a la dificultad del aislamiento de Bb en algunos casos, las pruebas serologicas
facilitan el diagnostico de la tos de las perreras. Se usan para una evaluacion rapida de la
prevalencia de la infeccion en animales de laboratorio y otros animales. Sin embargo, estas
pruebas no tienen una buena especificidad (Bhardwaj et al., 2013). La muestra puede tomarse
de un hisopo nasal o de garganta y suero. Las pruebas serologicas comunmente usadas para el
diagnostico son: aglutinacion en tubo, la hemaglutinacion indirecta, la prueba de
microaglutinacion y ELISA (Abd, 2019). Mediante ELISA se puede determinar el anticuerpo
sérico IgG presente en suero y la IgA mucosa anti-Bordetella presente en las secreciones
nasales (Larson et al., 2013). Por otro lado, los anticuerpos aglutinantes especificos para Bb se
determinan mediante la prueba de microaglutinacion. Para realizar esta prueba se puede usar
muestras de suero, que van a ser diluidas y colocadas en placas de microaglutinacion con el

antigeno Bb (Hainer et al., 2021).

Diagnostico post-morten.

Por otro, lado se puede observar el agente en tejidos afectados, principalmente el
pulmon y parte del tracto respiratorio. Las herramientas de diagnodstico usados en esta etapa
son: la histopatologia y la inmunohistoquimica (IHQ). Las muestras pueden ser tefiidas con
hematoxilina y eosina (HE), y Gram (Taha et al., 2016).

Los hallazgos patolégicos son similares en gatos y en caninos con evidencia de
neumonia por Bordetella bronchiseptica. Las lesiones macroscopicas suelen ser graves en los
l6bulos pulmonares craneales y medios; sin embargo, los 16bulos caudales son principalmente
afectados, segin algunos informes. El tejido afectado es color rojizo, huimedo, pesado y firme
(Chambers et al., 2019).

Histologicamente, las bacterias asociadas a los cilios se ubican en los bronquios, rara
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vez estan en los bronquiolos y glandulas bronquiales, y ausentes en los bronquiolos terminales.
Las bacterias asociadas a los cilios se observan como agregados de bacilos cortos que se
mezclan con los cilios, o los oscurecian en la superficie apical del epitelio bronquial; rara vez
aparecen de forma individual. Las bacterias son gram-negativas ante la tincion Gram. En un
estudio se encontr6 que 9 caninos presentaban cocos asociados a cilios (Taha et al., 2016).

Inmunohistoquimica.

Esta prueba requiere el uso de anticuerpos policlonales de conejo especifica para
Bordetella bronchiseptica. La vinculacion del anticuerpo es visualizada usando anticuerpos
secundarios peroxidasa. La Inmunohistoquimica para el antigeno Bb revela un etiquetado
positivo de la bacteria en la superficie de la mucosa bronquial o bronquiolar. Adicionalmente,
se identifica signos positivos en el citoplasma de los neutrofilos y macrofagos en el bronquio
y alveolo (Chambers et al., 2019).

El tejido pulmonar puede también ser observado mediante: microscopia electronica de
barrido y microscopia por transmision de electrones. Con la microscopia electroénica. el tejido
es sometido a una impregnacion metalica (Oro-Au) y se observan cocobacilos en la superficie
de la mucosa bronquial. Con la microscopia por transmision, las muestras son contra tefiidas
con acetato de uranil y acetato de plomo, y se pueden ver cocobacilos entre los cilios del

epitelio bronquial (Chambers et al., 2019).
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Figura 1. Casos identificados por diferentes diagnosticos usando BALF
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Nota: Casos identificados (%) reportados en 4 estudios de aislamiento de B. bronchiseptica en
caninos, en donde se seleccionaron los 6 principales métodos de diagndstico con muestra de
liquido de lavado bronquioalveolar (BALF) para estandarizar el andlisis; qPCR y citologia (A.
m. Canonne et al., 2016), cultivo y Secuenciacion del aplicon 16S rADN (Fastrés et al., 2020),
MALDI-TOF (Zintgraff et al., 2018). A excepcion de la inmunohistoquimica que se realizd
con muestra de tejido pulmonar (Taha et al., 2016).

Tratamiento.

Los signos clinicos de la mayoria de los perros se resuelven sin tratamiento. Los perros
con signos clinicos por menos de una semana y con buen apetito no tiene una terapia especifica
que se pueda recomendar. El tratamiento de los perros con signos no complicados del
“Complejo Respiratorio Infeccioso Canino” son tratados tipicamente con cuidados de soporte

(Cohn & Langdon, 2008).

Tratamiento paliativo.

La traqueobronquitis infecciosa canina es una enfermedad autolimitada. A
continuacion, se muestra el tratamiento paliativo en un cuadro sin complicaciones (Tabla 2).
Generalmente, los antibidticos no son necesarios, pero pueden prevenir una infeccion

secundaria. La gentamicina por inhalacion suele ser util para la infeccion por B. bronchiseptica.
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Es importante, aislar al animal de otros perros por al menos 2-3 semanas. Por otro lado, esta el

cuadro con complicaciones, que segin sea el caso, se requieren: cuidados intensivos en una

sala de aislamiento; antibioticoterapia con bactericidas, y de acuerdo con el cultivo y

antibiograma; hidratacion parenteral con soluciones cristaloides para facilitar la pérdida por las

secreciones respiratorias; nebulizaciones con solucion salina, broncodilatadores y antibidtico;

oxigeno suplementario (Cohn & Langdon, 2008).

Tabla 2. Tratamiento de Soporte para pacientes con enfermedad infecciosa respiratoria

canina.
Farmaco Dosis Frecuencia V. Indicaciones de Uso
(mg/kg) Administracion
Hidrocodona 0,22-0,25 BID-QID VO Antitusigeno (Tos
paroxistica)
Butorfanol 05-1,0 BID-QID VO Antitusigeno (Tos
paroxistica)
Doxiciclina 10 SID VO Antibiético (infecciones
secundarias)
Cloranfenicol 40-50 TID VO Antibidtico (infecciones
secundarias)
Amoxicilina/A. Clavulanico 13,75 BID VO Antibidtico (infecciones
secundarias)
Trimetoprima/sulfonamida 15 BID VO Antibidtico (infecciones
secundarias)
Gentamicina 6-8 diluir SID V. respiratoria Antibidtico nebulizade
1:5a1:10
en 0.9%
salina
Aminofilina 4,0-8,0 v, IM Broncodilatador (severo
edema pulmonar agudo y
6,0-8,0 TID VO broncoconstriccion)
Teofilina 10,0-15,0 BID VO Broncodilatador (liberacion
extendida)
Terbutalina 0,01 SC, IM Broncodilatador
0,1-0,2 TID VO

Nota: Como se puede ver se especifica: la dosis, la frecuencia de administracion, a via de
administracion y las indicaciones de cada medicamento, usados en el tratamiento paliativo
(Cohn & Langdon, 2008; Nelson & Couto, 2015).
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Resistencia y sensibilidad antimicrobiana.

En la tabla 3 se describen algunos de los antibidticos recomendados, es decir ante los
medicamentos que Bb tiene sensibilidad; y, los antibidticos que presentan resistencia. La
Gentamicina tiene una coincidencia de sensibilidad en los 5 articulos escogidos.

Tabla 3. Resistencia y sensibilidad microbiana de Bordetella bronchiseptica.

Sensibilidad Antimicrobiana
Farmacos (Praller et (Canonne (Bhardwaj (Milanov (Rodriguez

al. 2015) etal etal. etal. & Martinez, _Resistencia+ Sensibilidad «+
Acido Nalidizico S I 1 2
Amoxicilina =] =] l
Amorxicilina+fc -
. Clavulanico  |S S R S R 3
Ampicilina F R
Azitromicina S P 1
Cefaridima | 1
Cefalexina R S 1
Cefotazima R R F
Ceftazidima F R
Ceftiofur R R
Cefquinoma ] R
Ceftriazona R S L]
Ciproflosacino |S S S L
Cloranfenicol |S L]
Colestin S L]
Dosicilina S S L1
Enrofloxacina |S S [—(
Ertapenem S L]
Estreptomicina R [i 1
Florfenicol S L] 1
Gentamicina |S S S S S .1
Imipenem S S S L] 3
Lincomicina P R I- 2
Marbofloxacina | S S 2
Nitrofurantoina R | L] 1
Penicilina P R R B .
Piperacilina +
Tazobactam S 1
Tetraciclina S S S R (. 3
Trimetoprim+sul
fameoxazol S 1
|\Vancomicina R = I- 2|

Nota: Clave: = = resistencia encontrada en los 5 estudios escogidos sobre el antibiograma de
Bordetella bronchiseptica; == = sensibilidad encontrada en los 5 estudios escogidos sobre el
antibiograma de Bordetella bronchiseptica.

La estreptomicina es ineficaz contra B. bronchiseptica in vitro. A pesar del amplio uso

de la penicilina, ampicilina y amoxicilina para infecciones respiratorias caninas, se ha
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comprobado que no son efectivas contra esta bacteria. Excepto, esta tltima cuando se combina
con acido clavulanico. Se ha reportado resistencia la penicilina en aislamientos caninos.
Ademas, la penicilina no penetra bien en las secreciones bronquiales, reduciendo su eficacia.
B. bronchiseptica tiene susceptibilidad intrinsecamente baja a algunos B-lactamicos, por
ejemplo, las penicilinas y las cefalosporinas de lera generacion, debido a la produccion de b-
lactamasa y/o baja permeabilidad de la membrana de las cefalosporinas. Por otra parte, los
aminoglucésidos reportan eficacia contra Bb: en infecciones graves, cuando los animales no
responden a la terapia parenteral. Asi mismo la gentamicina es aerosol puede ser util. Los
antibioticos mas usados en el tratamiento son: amoxicilina/acido clavulanico, cefalexina asi

como las tetraciclinas (Milanov et al., 2019).

Prevencion.

La mejor manera de prevenir la enfermedad es evitar la exposicion de los animales
sanos o la vacunacion. Sin embargo, si se trata de una poblacion, se debe mantener las reglas
estrictas de higiene, buena alimentacion, y la vacunacion especifica. En cuanto al ambiente, se
debe limpiar con lavandina (1/32), clorhexidina y/o amonio cuaternario, e ir rotando

periddicamente (J. A. Ellis, 2015).

Vacunas.

Las vacunas para ayudar a controlar la enfermedad respiratoria asociada a Bb en perros
han estado disponibles comercialmente desde hace muchos afos. En la tabla 4 se muestran las
vacunas con el afio en las que se comenzaron a producir, el principio activo (bacteria inactivada,

extracto de antigeno y bacteria atenuada), y las caracteristicas para su evaluacion.
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Tabla 4. Caracteristicas de las vacunas desarrolladas contra B. Bronchiseptica desde 1978

Vacuna Ao

1978

Parenteral 1978

1989

1982

1979

1981

2011
Oral 2011

Tipo
P RA TE

Inactivada: calor X

Inactivada: formalina y

adyuvantes (alumbre o

carpofol) X X
Inactivada:

glutaraldehido sin

adyuvante X

Extracto de antigeno

Atenuada monovalente

Bb

Atenuada bivalente: Bb

y VPIC

Atenuada trivalente:

Bb, VPIC y AVC2

Atenuada X

Caracteristicas

MgG MgA ISC L

X X X

X X X
X

X X X X

X X X X

X X

4 DBb

Nota: Clave: TP =tos paroxistica; RA= Reacciones adversas; TE= Tos espontanea; 11gG=
Aumento de titulos IgG; 1IgA= Aumento de titulos IgA; | SC= Reduce signos clinicos; |L=
Reduce lesiones; | DBb= dias de desprendimiento o eliminacion de Bordetella Bronchiseptica;
VPIC= Virus de la parainfluenza-canina; AVC2= Adenovirus canino 2; Bb= Bordetella
bronchiseptica (J. A. Ellis, 2015).

Tipos de vacunas.

Los perros pueden ser inmunizados contra algunos de sus agentes etioldgicos por via

intranasal, parenteral u oral. En la tabla 5 se describen los 3 tipos de vacunas (Larson et al.,

2013).
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Tabla 5. Tipos de vacunas disponibles en el mercado.

Tipo Inicio lera 2da
Vacuna Via Agentes Estado Inmunidad inmunidad Dosis Dosis  Dosis Refuerzo
Monovalente:
Bb. iml
Polivalente: Local (IgA), (0.5ml/f
Bb, VPIC, humoral IgA:dia6; osa 6-12
IN V. respiratoria AVC2 Atenuada (1gG) IgG:dia14 nasal) 6-8sem meses
Humoral
Bb, VPIC, (1gG) y local
Oral V. oral AVC2 Atenuada (1gA) dia 14 iml z7sem Anual
Humoral Dia
Parenteral IMo SC Bb Inactivada (1gG) dia 14 iml 8sem 21 Anual |

Nota: Clave: VPIC= Virus de la Parainfluenza-canina; AVC2= Adenovirus canino 2; Bb=
Bordetella bronchiseptica (J. A. Ellis, 2015; Hainer et al., 2021; Larson et al., 2013).

Las vacunas parenterales polivalentes de uso habitual poseen algunos de los gérmenes
implicados; sin embargo, dificilmente proveen una proteccion adecuada, aunque si puede
reducir a severidad de los sintomas de la traqueo-bronquitis infecciosa. La duracion de la
inmunidad contra los 3 agentes principales probablemente varie. Se ha demostrado que este
tipo de vacuna es menos efectiva que la aplicada por la via local. (J. A. Ellis, 2015).

En cuanto a las vacunas intranasales, pueden ser monovalentes, bivalentes y trivalentes.
La eliminacion de Bb tiene lugar hasta el 13vo dia aproximadamente, un intervalo de tiempo
menor al de otras vacunas. A los 6 dias ocurre la respuesta local protectora, lo cual es de mucha
utilidad en los albergues. Es eficaz en cachorros contra anticuerpos neutralizantes. Esta vacuna

no produce tos u otro efecto secundario. (J. A. Ellis, 2015).
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Discusion

En cuanto a los métodos de diagndstico (Tablal), la citologia es un método de
diagnostico adecuado tanto para determinar la infeccion y para el seguimiento de esta, pero no
puede confirmar la presencia de la enfermedad el diagndstico. Este método es ideal para las
infecciones bacterianas, ya que logra identificar aproximadamente el 75% de los casos con Bb.
Sin embargo, es importante considerar que, aunque la adherencia de cocobacilos pleomorficos
a los cilios de células respiratorias es caracteristico de Bb, este no es un método que determine
la presencia del agente en especifico. Existen otras bacterias tales como: micoplasma que al
examen citologico se observan como cocobacilos junto a células obtenidas en una muestra de
Liquido de lavado bronquioalveolar BALF que puede alterar las interpretaciones finales. Por
esto, la citologia es un método de diagnostico adecuado, pero puede precisar una validacion
posterior (Di Terlizzi et al., 2020).

En la revision se pudo observar que el cultivo es un método de diagnostico adecuado
para determinar la presencia de la infeccion, confirmar casos y se puede usar en ciertas
situaciones para el seguimiento de la enfermedad. Es adecuado debido a que identifica el agente
especifico, pero pueden producirse falsos negativos en casos de perros con una carga bacteriana
baja o si se le ha administrado antimicrobianos (Reagan & Sykes, 2020). Como se observa en
el grafico 1, este método identifica aproximadamente el 60% de los casos con Bb (A. M.
Canonne et al., 2021). Asi también, se puede usar en ciertas situaciones para confirmar los
casos debido a que no brinda una interpretacion adecuada con una carga bacteriana baja.

Por otro lado, el método de diagndstico MALDI-TOF que identifica el 70% de los casos
aproximadamente (grafico 1), por lo que es adecuado para la deteccion de la infeccion. Sin
embargo, deberia usarse otro método para la confirmacion, debido a que no es muy accesible
en el Ecuador; asi también, se estd trabajando para mejorar los algoritmos para una adecuada

interpretacion y evitar falsos positivos con otras especies de Bordetella. No es apto para el
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seguimiento porque es una prueba diagnodstica poco comun en el Pais (Zintgraff et al., 2018).

En cuanto a la secuenciacion del aplicon 16S rADN, este método identifica el 100% de
los casos, sin embargo el costo de esta prueba es alto asi como el tiempo de realizacion por lo
que es adecuada para la determinacion de la infeccion y confirmacion de casos, pero esta
prueba es ideal para el uso en investigaciones de taxonomia y relaciones filogenéticas de las
bacterias (Fastres et al., 2020).

En lo concerniente a la inmunohistoquimica, es un método usado para la confirmacion
de infeccion por Bb post-morten, Como indica el grafico 1, esta prueba es de alta especificidad
ya que identifica el 100% de los casos (Chambers et al., 2019). Finalmente, esta el qPCR, que
es el método de diagnostico ideal para la identificacion de Bb debido a si sensibilidad y
especificidad. En los estudios que se realizaron previamente identifica el 100% de los casos de
caninos con Bb, como se puede observar en el grafico 1(Fastres et al., 2020).

En cuanto al tratamiento, la gentamicina seria el antibiotico con mayor sensibilidad ante
Bordetella bronchiseptica como se puede observar los articulos analizados en la tabla 3.
Adicionalmente, se menciona que la mejor manera de administrar este antibiotico es mediante
nebulizacion. En un estudio se prueba 2 protocolos de gentamicina en aerosol en 46 perros
donde se concluye que la administracion en aerosol de gentamicina fue eficaz para inducir la
curacion clinica en la infeccion por Bb. Adicionalmente, el protocolo de gentamicina al 5% sin
diluir tuvo una mejor respuesta que el protocolo diluido con solucidn salina; asi también, la
curacion generalmente se observo a la 3-4 semanas (19/33 perros) (Morgane et al., 2020). La
penicilina es el antibidtico con mayor resistencia ante Bordetella Bronchiseptica como se
puede observar en los articulos analizados en la tabla. Se conoce que la penicilina se usa
ampliamente en el tratamiento, sin embargo, se ha demostrado que no son efectivos contra Bb.
Se descubrid que la penicilina no es capaz de penetrar bien en las secreciones bronquiales, lo

que reduce su eficacia en cuadros de bronquitis y bronconeumonia por Bb. Adicionalmente, la
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susceptibilidad de Bb es intrinsecamente baja a ciertos betalactamicos, por ejemplo, las
penicilinas debido a la produccion de B-lactamasa (Milanov et al., 2019).

En lo que concerniente a las medidas preventivas, la vacuna parenteral no genera
respuesta inmune de tipo IgA a diferencia de la vacuna IN y oral. Sin embargo, en un estudio
se menciona que en 3 pacientes de los 5 inmunizados, incrementaron los anticuerpos séricos
IgA a Bb, aunque la repuesta fue menos pronunciada que las repuesta IgG (J. A. Ellis, 2015).
En otro estudio, se menciona que los perros inmunizados con la vacuna de extracto de antigeno
celular parenteral produjeron IgG e IgA y tuvieron cargas bacterianas reducidas en
comparacion con los perros no vacunados (J. A. Ellis, 2015; Yount et al., 2019).

En el estudio se pudo observar que algunos autores consideran que la vacuna intranasal
es la mas adecuada como se puede observar en la tabla 4 y 5. Sin embargo, se habla sobre una
mejor respuesta inmune de la vacuna oral por sobre la intranasal. En un articulo sobre analisis
de frotis nasales [gA ELISA en el dia 35 post vacunacion. Este procedimiento se realiz6 para
medir la densidad optica (DO) de los aglomerados de anticuerpos en pacientes vacunados por
via oral, intranasal y parenteral; y se encontré una DO media de 0.4, 0.2 y 0.2, respectivamente.
Lo que indica que la vacuna oral genera mayor inmunidad local (IgA) para el dia 35. En el
mismo estudio, se realiza pruebas de ELISA en muestras de suero y al dia 35 post vacunaciéon
todos los grupos muestran aumentos significativos de IgG sérica. Los resultados fueron: DO
media de 0.7, 0.7 y 0.8 en perros vacunados por via oral, intranasal y parenteral,
respectivamente. De esta manera el estudio determina que la produccion de anticuerpos IgG es
mayor cuando la vacuna es por via parenteral para el dia 35 (Larson et al., 2013). Ademas, la
vacuna oral no se asocia con efectos secundarios. La duracion de la excrecion de Bb se reduce
a 0.6 dias. La vacuna estimulo la inmunidad que aun protegia contra el desafio virulento de
Bb después de 1 afo (Hainer et al., 2021)

Tanto la vacuna oral como la IN tiene la desventaja de ser a base de bacterias atenuada.
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Las vacunas vivas atenuadas tienen la posibilidad de que puedan volver a la forma virulenta y
causar enfermedades, y pueden ser inseguras para uso en animales inmunocomprometidos o
prefiados. La vacuna parenteral es mas segura ya que se conoce la cantidad especifica de
antigeno y su respuesta en sangre o suero es facilmente medible, mientras que la vacuna
intranasal enfrenta muchos desafios debido a la respuesta innata del tracto respiratorio superior.
En la medicina veterinaria existe un problema adicional y es el administrar a vacuna de manera
segura y correcta. La vacuna SC es mas segura para el veterinario. Sin embargo, la inmunidad
de la mucosa es muy importante en la prevencion de patdgenos respiratorio. La informacion
sobre la eficacia de las vacunas es limitada, sin embargo, se ha demostrado el aumento de la
eficacia de la vacunacién mucosa sobre la parenteral para Bb. La WSAVA recomienda el uso
de la vacunacion intranasal por sobre la subcutanea. Ademas, menciona que las formulaciones
intranasales pueden administrarse a partir de la semana 3 de edad, con una segunda dosis de 3-
4 semanas después, y refuerzos anuales. En general, las vacunas subcutaneas son buenas para
inducir inmunidad sistémica, pero tienden a ser inductores relativamente pobres de la
inmunidad de la mucosa. Por el contrario, se ha demostrado que las vacunas mucosas son
buenas para inducir respuesta inmune tanto de las mucosas (IgA) como sistémica (IgG)

(Mitchell & Brownlie, 2015)
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CONCLUSIONES

La revision sistematica permitié determinar el propoésito de los métodos de diagnostico
de B. bronchiseptica. Se sugiere que la qPCR es la mejor opcion para identificar la infeccion,
confirmar casos y dar seguimiento a la enfermedad.

El cuadro clinico es dependiente del paciente, de la cepa, de los agentes implicados y
de las infecciones secundarias por lo que no se puede seguir un Unico tratamiento. Asi también,
el antimicrobiano contra Bb varia en los pacientes, debido a una variabilidad de resistencia
entre cepas. Sin embargo, en los articulos investigados coincidio que la gentamicina tenia una
alta sensibilidad contra Bb. Pero, es importante realizar un cultivo bacteriano y antibiograma
para tratar adecuadamente las infecciones por B. bronchiseptica.

La Enfermedad Infecciosa Respiratoria provocada por Bb puede ser prevenida con la
vacunacion. La vacuna intranasal presentdé menos afectos adversos, una inmunidad local
inmediata, una proteccion efectiva y capaz de reducir signos en los animales desafiados con B.
bronchiseptica.

Es necesario una revision sistematica con los métodos de diagnostico mas aptos para
identificar varios agentes al mismo tiempo, con una sola muestra. Esto es debido a que la
Enfermedad Infecciosa Respiratoria Canina no tiene como Unico agente causal a B.
bronchiseptica, también pueden estar presentes otros agentes importantes (Virus de la
Parainfluenza y Adenovirus tipo 2).

El pais requiere de mas estudios sobre la resistencia y sensibilidad microbiana de B.
bronchiseptica en la medicina veterinaria, principalmente en caninos, para hacer un analisis

sobre la resistencia de las cepas de Bordetella bronchiseptica presentes en el pais.
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Se requiere mas estudios comparativos de la vacuna oral contra la vacuna intranasal
con la misma poblacion, ya que no existen resultados s6lidos sobre las ventajas de la vacuna

oral sobre la intranasal. Este tipo de vacuna podria facilitar la aplicacion de la inmunizacion.
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